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摘 BE 为 了 明确 云南 楚雄 市 紫 溪 山 华山 松 种 子 园 内 不 同 种 源 无 性 系 间 的 遗传 背景 , 该 研究 


收集 了 园 内 6 个 种 源 的 60 个 华山 松 无 性 系 单 株 针 叶 , K) 
利用 SRAP 分 子 标记 ,对 其 进行 遗传 多 样 性 分 析 。 试 验 结果 表明 ; 从 100 对 引物 组 合 中 共和 


选 出 15 对 具有 多 态 性 的 SRAP 引物 ， 经 SRAP-PCR 扩 增 后 


共 获 


7 SN 


改良 CTAB 法 提取 其 总 DNA, 并 


得 出 194 个 位 点 ， 多 态 位 


点 百分率 PPB 为 85.05 %,Nei's 基因 多 样 性 指数 万 为 0.233 7, Shannon’s 信息 指数 7 了 为 0.341 


9， 种 源 间 的 遗传 分 化 系数 Gst 为 0. 355 5。 华 山 松 6 A 


' 源 遗传 多 样 性 较 高 ， 并 且 遗 传 变 


异 主要 存在 于 华山 松 种 源 内 ; 其 中 种 源 地 会 泽 (HZ) 与 绕 山 (WS) 种 源 的 遗传 距离 最 近 (D= 


0.050 1)， 会 泽 (HZ) 与 宜良 (YL) 种 源 的 遗传 距离 最 远 (D = 0.361 8)。 


松 种 源 一 共聚 为 3 类 : SAUM (WS) 


源 聚 为 一 类 ; 楚雄 (CX)、 南 华 (NH) 和 宜良 (YL) 


种 子 


种 源 聚 为 一 类 ; 腾冲 (TC) 种 源 单独 为 一 类 。 这 表明 ， 紫 溪 山 华山 松 
分 化 处 于 较 高 水 平 , 研究 结果 可 为 华山 松 杂交 育种 时 亲本 的 选 配 及 种 质 资源 的 评价 提供 分 子 


水 平 的 理论 依据 及 实践 指导 。 
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Abstract: In order to clear genetic background of different provenance Pinus armandii colnes 
from seed orchard in Zixishan Mountain of Chuxiong City, Yunnan Province, the needles of 60 
clones were taken from six provenances which was used to extract total DNA by modified CTAB 
method, and the genetic diversity was analyzed by SRAP molecular markers. The results showed 
that 15 pairs of polymorphic SRAP primers were screened from 100 pairs of primer combinations. 
After SRAP-PCR were amplified, a total of 194 loci were obtained, and the percentage of 
polymorphic loci PPB=85.05%, Nei's gene diversity index H=0.233 7, Shannon's information 
index /=0.341 9, genetic differentiation coefficient between population G,=0.355 5. The genetic 
diversity of 6 provenances of 已 armandii was high, and the genetic variation was mainly existed 
within provenance of P. armandii. The genetic distance between the Huize (HZ) provenance and 
the Weishan (WS) provenance was the closest (D=0.050 1), that the Huize (HZ) provenance and 
Yiliang (YL) provenance was the farthest (D =0.361 8). The cluster analysis showed that six P. 
armandii provenances there were into three categories: Huize (HZ) provenance and Weishan (WS) 
provenance were in one category; Chuxiong (CX), Nanhua (NH) and Yiliang (YL) provenance 
were in the second category; Tengchong (TC) provenance is a separate category. The results 
indicated that genetic differentiation in 已 armandii clones from seed orchard in Zixishan 
Mountain of Chuxiong City had a high level, and it could provide theoretical basis and practical 
guidance for the parents selection during the cross breeding and evaluation of germplasm 
resources of P. armandii as well. 
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华山 松 (Pinus armandii) 是 松 科 (Pinaceae) 松 属 (Pinus) 单 维 管束 亚 属 的 植物 CR 
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TARRE, 2010; 陈 有 民 ，1990) ， 是 我 国 特有 的 五 针 松 高 大 乔木 、 同 时 也 是 高 海拔 地 
重要 的 造林 树种 之 一 ( 赵 杨 等 ，2003; HSE, 2010) 。 上 世纪 70 年 代 起 ， 云 南 和 贵州 
等 地 相继 对 华山 松 进行 遗传 改良 , 各 自 营建 了 数 个 优良 无 性 系 初级 种 子 园 , 之 后 对 其 进行 了 
遗传 测定 、 优 良家 系 选择 及 辅助 授粉 等 工作 〔 王 秀 荣 等 ，2007; BEI, 2007) 。 紫 溪 山 
华山 松 无 性 系 种 子 园 位 于 楚雄 市 紫 溪 山 ， 为 国家 级 林木 良种 基地 。 然 而 ， 由 于 缺乏 对 园 内 种 
质 的 不 断 改良 ， 该 种 子 园 仍然 处 于 建 园 初期 低级 阶段 ， 继 而 出 现 病虫害 严重 及 生产 力 低下 的 
问题 ， 因 此 ， 和 急需 对 园 内 种 质 进行 改良 和 创新 。 已 有 实践 证 实 ， 杂 交 育 种 是 迄今 为 至 对 植物 
不 良性 状 进行 遗传 改良 的 最 为 有 效 的 方法 之 一 。 然而 多 年 来 , 华山 松 的 杂交 育种 工作 较为 滞 
后 , 杂交 亲本 的 选 配 多 以 形态 及 种 源 地 为 主要 参考 依据 , 不 能 明确 所 收集 的 种 质 资 源 间 遗传 
多 样 性 的 丰 度 及 亲缘 关系 的 远近 ， 从 而 影响 改良 的 程度 及 效果 。 因 此 ， 在 种 子 园 内 进行 华山 
松 杂交 育种 时 , 需 有 针对 性 地 明确 园 内 种 质 的 遗传 多 样 性 程度 及 各 种 质 间 的 亲缘 关系 显得 万 
为 重要 。 随 着 分 子 生物 学 研究 的 不 断 深入 及 相关 领域 技术 水 平 的 进步 , 华山 松 遗 传 多 样 性 的 
检测 方法 也 不 断 得 到 完善 ， 从 最 初 的 观察 形态 , 发 展 到 了 如 今 的 使 用 分 子 标记 进行 遗传 多 样 
性 分 析 。 例 如 ， 赵 杨 等 (2012) 利用 ISSR 标记 对 贵州 平 坝 华山 松 无 性 系 种子 园 内 的 85 个 
无 性 系 进 行 遗传 多 样 性 分 析 后 发 现 ， 其 遗传 变异 主要 在 种 源 内 ， 此 外 ， 视 娟 (2016〉 利 用 
SSR 分 子 标记 对 华山 松 52 个 自然 分 布 群体 进行 遗传 多 样 性 分 析 ， 结 果 表 明 ， 遗 传 变异 主要 
存在 于 个 体内 ， 且 其 遗传 多 样 性 水 平 较 高 ， 朱 晓 丹 (2006) HAH RAPD 分 子 标记 对 紫 溪 
山 华山 松 种 子 园 内 的 部 分 无 性 系 进行 了 遗传 多 样 性 研究 , 结果 表明 , 各 种 源 之 间 具 有 较 大 的 
遗传 差异 ， 且 遗传 多 样 性 较 丰 富 。 但 由 于 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 标 
记 相 对 较 早 ， 且 与 新 型 分 子 标 记 比较 ， 存 在 一 定 的 缺陷 ( 阮 桢 媛 ， 等 2016) ， 上 述 研 究 结 
果 可 能 存在 一 定 的 局 限 性 。 上 述 相关 研究 ,为 华山 松 的 遗传 改良 及 种 质 资源 的 分 子 评价 提供 


了 重要 的 理论 基础 。 


[x 


在 众多 的 分 子 标记 中 ，SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) 分 子 标 记 技 
术 凭 借 其 有 多 态 性 高 、 操 作 简 单 、 易 于 分 离 测序 ， 且 多 数 标记 在 相关 实验 样本 基因 组 中 的 分 
布 相对 均匀 的 特点 (Tilman et al., 2006; Li et al., 2001) ， 目 前 在 较 多 的 林木 遗传 多 样 性 分 
析 中 得 到 广泛 应 用 〈 向 晖 等 ，2016;， TAR, 2018; 张 安 世 等 ，2018; Bet, 2019; MR 
等 ,2017; 张 冬 东 ,2008)。 赵 杨 等 (2012) 曾 对 贵州 平 坝 华山 松 种 子 园 无 性 系 进 行 了 SRAP-PCR 
反应 体系 的 优化 , 但 未 对 其 遗传 多 样 性 进行 具体 分 析 。 目前 , 对 华山 松 遗传 多 样 性 进行 SRAP 
分 析 的 相关 研究 ， 国 内 外 鲜 见 报道 。 

针对 云南 省 楚雄 市 紫 溪 山 华山 松 种 子 园 的 生产 现状 ， 试 验 选 取 6 个 种 源 共 60 个 华山 松 


优良 无 性 系 ,开展 了 以 杂交 育种 及 种 质 资源 评价 为 最 终 目的 华山 松 遗 传 多 样 性 程度 及 其 亲缘 
关系 远近 的 SRAP 遗传 标记 分 析 , 研究 结果 可 为 该 种 子 园 内 华山 松 种 质 资源 的 评价 以 及 杂交 
育种 时 杀 本 的 选 配 提 供 分 子 水 平 的 理论 与 实践 指导 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 来 源 

试验 采集 云南 省 楚雄 市 紫 溪 山 华山 松 种 子 园 内 60 个 无 病虫害 的 不 同 无 性 系 新 鲜 幼 嫩 针 
叶 ， 分 别 按 无 性 系 单 株 编号 后 装 入 自封 袋 ， 带 回 西南 林业 大 学 后 置 于 -80 °C 冰箱 ， 备 用 。 
所 有 材料 均 来 自 云 南 省 内 的 6 个 种 源 ，《〈 表 1) 。 


1 60 份 华 山 松 试验 材料 来 源 


Table 1 Sources of 60 Pinus armandii materials 


无 性 系 来 源 东经 北纬 样本 数 种 源 编号 
Source of clones East longitude North latitude Sample number Provenances number 
103°03'—103°55’ 25°48’—27°04' 14 HZ 
Huize Country 
BLL 
99°55'—100°25' 24°56'’—25°32' 14 WS 
Weishan Country 
腾冲 市 
98°05'—98°45' 24°38'—25°52' 10 TC 
Tengchong City 
楚雄 市 
100°35'—101°48' 24°30'—25°15' 10 CX 
Chuxiong City 
南华 县 
100°44'—101°20' 24°44'—25°21' 6 NH 
Nanhua Country 
宜良 县 
102°58'—103°28' 24°30’—25°17' 6 YL 
Yiliang Country 
1.2 总 DNA 提取 


Hy 4-5 根 松针 ， 采 用 改良 的 CTAB 法 〈 谢 冬 梅 等 ，2014) ， 提 取 华 山 松 基因 组 DNA. 
之 后 加 入 50 pL TE buffer 稀释 所 提取 的 DNA 至 50 ng.hL ,然后 用 0. 8 多 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
进行 检测 ， 并 保存 于 -20 °C 冰箱 中 。 


1.3 SRAP-PCR 扩 增 


试验 扩 增 所 用 引物 序列 来 自 公 开发 表 的 相关 报道 《 李 正 鹏 等 , 2011; RAE, 2014) 。 
选择 正 向 和 反 向 引物 各 10 条 ,随机 组 合 后 获得 100 对 引物 ( 表 2)。 经 初 利和 复 得 后 成 功 筛选 


出 15 对 多 态 性 较 好 且 条 人 带 清晰 的 SRAP 引物 ( 表 3)。 华 山 松 SRAP-PCR 25 pL 反应 体系 :DNA 


应 程序 : 94 °C 预 变性 5 min; 94 "C 变 性 


环 ; 94 CARPE 1 min, 53 "C 退 火 1 min，72 °CHE{ 


模板 1 uL, Green Taq Mix12.5 uL, ddH,0 9.5 kL、 正 向 和 反 向 引物 各 1 nL。 其 PCR PMR 


E 1 min, 37 ?退火 1 min，72 °C 延伸 1 min，5 个 循 


1 min, 30 个 循环 ; 72 °C 延伸 10 min; 4 °C 


反 向 引物 (5 一 3') 


Reverse primers (5'—3') 


保存 。 
表 2 SRAP 引物 序列 
Table 2 SRAP primer sequence 
序号 正 向 引物 (5 一 3') 序号 
Order number Forward primers (5'—3') Order number 
ME1 TGAGTCCAAACCGGATA EM1 
ME2 TGAGTCCAAACCGGAGC EM2 
ME3 TGAGTCCAAACCGGACC EM3 
ME4 TGAGTCCAAACCGGTAA EM4 
MES TGAGTCCAAACCGGAAT EMS 
ME6 TGAGTCCAAACCGGAAG EM6 
ME7 TGAGTGGAAACCGGTCC EM7 
ME8 TGAGTCCAAACCGGTGC EM8 
F7 GTAGCACAAGCCGGAGC EM9 
FME6 TGAGTCCTTTCCGGTAA EM10 


GACTGCGTACGAATTTGA 
GACTGCGTACGAATTCTG 
GACACCGTACGAATTGAC 
GACTGCGTACGAATTTGC 
GACTGAGTACGAATTAAC 
GACTGCGTACGAATTAAT 
GACTGCGTACGAATTCAA 
GACTGCGTACGAATTGAC 
GACTGCGTACGAATTCCA 
GACTGCGTACGAATTGCA 


引物 组 合 
Primer 


combination 


表 3 华山 松 15 对 多 态 性 SRAP 引物 序列 信息 


Table 3 SRAP sequence information of the 15 polymorphic primer for Pinus armandii 


正装 引 物 (5'—3') 


Forward primers (5'—3') 


反 向 引物 (5'—3') 


Reverse primers (5’—3') 


退火 温度 
Anneal 


temperature (°C) 


ME1-EMS5 
ME1-EM8 
ME2-EM4 
ME2-EM7 
ME2-EM9 
ME3-EM1 
ME3-EM 10 
ME3-EM3 
ME3-EM5 
ME3-EM8 
ME4-EM1 
ME4-EM2 
ME4-EM3 
ME4-EM7 
ME4-EM9 


TGAGTCCAAACCGGATA 
TGAGTCCAAACCGGATA 
TGAGTCCAAACCGGAGC 
TGAGTCCAAACCGGAGC 
TGAGTCCAAACCGGAGC 
TGAGTCCAAACCGGACC 
TGAGTCCAAACCGGACC 
TGAGTCCAAACCGGACC 
TGAGTCCAAACCGGACC 
TGAGTCCAAACCGGACC 
TGAGTCCAAACCGGTAA 
TGAGTCCAAACCGGTAA 
TGAGTCCAAACCGGTAA 
TGAGTCCAAACCGGTAA 
TGAGTCCAAACCGGTAA 


1.4 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 


GACTGAGTACGAATTAAC 
GACTGCGTACGAATTGAC 
GACTGCGTACGAATTTGC 
GACTGCGTACGAATTCAA 
GACTGCGTACGAATTCCA 
GACTGCGTACGAATTTGA 
GACTGCGTACGAATTGCA 
GACACCGTACGAATTGAC 
GACTGAGTACGAATTAAC 
GACTGCGTACGAATTGAC 
GACTGCGTACGAATTTGA 
GACTGCGTACGAATTCTG 
GACACCGTACGAATTGAC 
GACTGCGTACGAATTCAA 
GACTGCGTACGAATTCCA 


53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 
53 


吸取 6 uL PCR 扩 增 产物 和 2 uL 6xLoading buffer 混合 后 , 加 入 到 8% 聚 丙烯 酰 氨 凝 胶 孔 
中 进行 电泳 检测 ， 电 压 设 为 230 V， 电 泳 时 间 150 min。 电 泳 结 束 后 进行 凝 胶 的 固定 、 染 色 
和 显影 ， 最 后 拍照 保存 检测 结果 。 
1.5 数据 处 理 

将 扩 增 得 到 清晰 可 辩 的 多 态 性 条 带 , 作为 参考 带 型 , 根据 实验 得 到 的 聚 丙烯 凝 胶 电 泳 图 ， 
同一 位 点 清晰 的 条 带 ， 记 “1”; 无 带 或 者 弱 带 记 “0”， 模 糊 不 清 的 不 予 计数 ， 从 而 构成 0, 1 4E 
阵 ， 调 整 格式 以 符合 软件 分 析 要 求 。 

利用 Excel 表 对 60 株 华 山 松 进行 多 态 位 点 数 、 多 态 性 百分比 统计 计算 ， 然 后 通过 
POPGENE version 1. 32 分 析 软 件 进行 遗传 多 样 性 分 析 (观测 等 位 基因 (Na)、 有 效 等 位 基因 数 
(Ne)、 基 因 多 样 度 ( 友 等 参数 ) ， 最 后 利用 NTSYS 2.10 软件 对 6 个 种 源 的 华山 松 进行 聚 类 ， 
2 结果 与 分 析 
2.1 华山 松 基因 组 DNA 提取 结果 


we 


~ 


和 
at 
=a 


将 华山 松 基因 组 DNA 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 检测 ， 部 分 结果 如 图 1 所 示 ，DNA 条 带 
且 无 拖带 和 弥散 现象 ， 可 满足 后 续 实 验 的 要 求 。 
2. 3. he Gib TTBS 7 1418219520221225233 


图 1 华山 松 基因 组 DNA 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 结果 


Fig. 1 Agarose gel electrophoresis detection results of Pinus armandii genomic DNA 
2.2 SRAP-PCR 扩 增 结果 
用 15 对 具有 多 态 性 的 引物 对 6 个 种 源 共 60 株 不 同 华山 松 无 性 系 进 行 PCR 扩 增 反应 ， 
共 扩 增 出 165 个 多 态 性 位 点 ， 其 结果 列 于 表 4。 
从 表 4 中 可 以 看 出 : 在 各 种 源 闻 ， 华 山 松 PPB (多 态 性 位 点 百分率 ) 为 85.05%; 在 各 
种 源 内 ， 各 个 种 源 的 PPB 为 41.24% 一 81.96% ， 平 均值 为 59.37%。PPB 最 低 的 是 宜良 (YL) 


种 源 ， 为 41.24%; PPB 最 高 的 是 腾冲 (TC) 种 源 ， 为 81. 96%。 把 华山 松 6 个 种 源 根据 PPB 


大 小 进行 排序 : 腾冲 (CTC)> 会 泽 (HZ)> 岗 山 (WS)> 楚 雄 (CX)> 南 华 (NH)> 宜 良 (YID)。 


表 4 60 个 华山 松 DNA 样本 的 电泳 位 点 结果 统计 


Table 4 Statistical results of electrophoresis locus in 60 samples of Pinus armandii DNA 


种 源 地 多 态 位 点 数 
Provenance areas Number of polymorphic loci 

会 泽 HZ 138.00 71.13 

zal WS 125.00 64.43 

腾冲 TC 159.00 81.96 

楚雄 CX 100.00 51.55 

南华 NH 89.00 45.88 

宜良 YL 80.00 41.24 

平均 Average 115.17 59.37 
物种 水 平 Specie level 165.00 85.05 


2.3 遗传 多 样 性 分 析 
华山 松 6 个 不 同 种 源 的 Nei's 基因 多 样 性 (如 范围 为 0.187 3 一 0.323 4， 楚 雄 (CX) 最 低 为 


0.187 3， 腾 冲 (TC) 最 高 为 0.323 4; Shannon’s 信息 指数 (D 范 围 为 0.277 0 一 0.471 6， 楚 雄 (CX) 


的 最 低 ， 为 0.277 0， 腾 冲 (TOC) 的 最 高 ， 为 0.471 6。 等 位 基因 数 (Na) 最 高 的 是 腾冲 (TC)， 为 


1.819 6; 最 低 的 是 宜良 (YD), 为 1.142 4; 有 效 等 位 基因 数 (Ne) 最 高 的 是 腾冲 (TC), 为 1.5809; 
最 低 的 是 宜良 (YL)， 为 1.269 1. 6 个 种 源 的 石和 了 均 表 明 ， 各 种 源 的 遗传 变异 从 大 到 小 依 


次 为 腾冲 (TC)> 会 泽 (HZ)> 钢 山 (WS)> 南 华 (NH)> 宜 良 (YL)> 楚 雄 (CX) ( 表 5) 。 


表 5 华山 松 6 个 不 同 种 源 的 遗传 多 样 性 
Table 5 Genetic diversity of six different provenances in Pinus armandii 


种 源 地 


Na Ne H I 
Provenance areas 
会 译 HZ 1.711 3 1.460 0 0.265 2 0.3919 
zil WS 1.644 3 1.387 2 0.2236 0.3335 
腾冲 TC 1.8196 1.5809 0.323 4 0.4716 
楚雄 CX 1.515 5 1.329 1 0.1873 0.2770 
南华 NH 1.458 8 1.293 3 0.2016 0.289 6 
宜良 YL 1.412 4 1.269 1 0.201 1 0.2879 
平均 Average 1.593 7 1.3866 0.233 7 0.3419 


YE: Na. 等 位 基因 数 ; Ne. 有 效 等 位 基因 数 ; H. Nei's 基因 多 样 性 ; I Shannon’s 信息 指数 。 
Note: Na. Number of alleles; Ne. Effective number of alleles; H. Nei's gene diversity; I. 


Shannon's information index. 


2.4 遗传 分 化 分 析 
由 Nei's 指数 估算 可 知 ，6 个 华山 松 种 源 的 总 


| 2 RERE(AD A 0.342 0， 种 源 内 基因 多 
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样 性 (Hs) 为 0.220 4。 遗 传 分 化 系数 (Gsn) 为 0.355 5， 说 明 在 华山 松 种 源 间 有 35.55% 的 遗传 变 
异 ， 而 在 华山 松 种 源 内 则 有 64.45% 的 遗传 分 化 ， 体 现 了 华山 松 种 源 内 的 遗传 分 化 远大 于 华 
山 松 种 源 间 的 遗传 分 化 。 华 山 松 各 种 源 间 的 基因 流 (Nm) 为 0.906 5<1。 表 明 ， 华 山 松 各 种 源 
间 的 基因 交流 较 少 。 
2.5 遗传 相似 度 与 遗传 距离 分 析 

为 了 进一步 分 析 华 山 松 种 源 闻 的 遗传 关系 , 对 华山 松 种 源 的 遗传 相似 度 和 遗传 距离 进行 
分 析 ， 其 结果 如 表 6 所 示 。 由 表 6 可 知 ， 华 山 松 6 个 种 源 的 遗传 相似 度 在 0.696 4~0.951 1 
之 间 ， 平 均值 为 0.814 1; 遗传 距离 在 0.050 1 一 0.361 8 之 间 ， 平 均值 为 0. 212 3。 其 中 ， 遗 


传 距离 最 大 的 是 宜良 (YL) 和 会 泽 (HZ)(D = 0.361 8), 而 它们 之 间 的 遗传 相似 度 相 对 较 小 (Gs = 


0.696 4)， 说 明 宜 恨 (YL) 和 会 译 (HZ) 之 间 的 亲缘 关系 最 远 ;会 泽 (HZ) 与 园 山 (WS) 之 间 的 遗传 


距离 最 小 (D =0.050 1)， 它 们 之 间 的 遗传 相似 度 最 大 (Gs =0.951 1)， 这 表明 会 泽 (HZ) 与 园 山 
(WS) 的 遗传 差异 较 小 ， 亲 缘 关 系 最 近 。 


Ro 华山 松 各 种 源 之 间 遗 传 相似 度 和 遗传 距离 


Table 6 Genetic similarity and genetic distance between various provenance of Pinus armandii 


种 源 地 


Provenance areas aa = Sil ™ 腾冲 Ie i x Hi NH E x vi 
会 泽 HZ 0.951 1 0.806 4 0.703 8 0.713 8 0.696 4 
sill WS 0.050 1 0.8149 0.703 8 0.725 0 0.718 2 
腾冲 TC 0.215 1 0.204 7 0.885 8 0.861 9 0.848 7 
楚雄 CX 0.3512 0.3513 0.1213 0.929 7 0.920 2 
南华 NH 0.337 1 0.3215 0.148 6 0.072 9 0.932 0 
宜良 YL 0.361 8 0.3310 0.164 1 0.083 2 0.070 4 


TE: 遗传 距离 为 1， 遗传 距离 最 远 ， 上 三 角 为 遗传 相似 度 ， 下 三 角 为 遗传 距离 。 


Note: The genetic distance is 1, and the genetic distance is the farthest; the above diagonal is the genetic similarity, 


and the below diagonal is the genetic distance. 


2.6 群体 间 遗 传 关系 聚 类 分 析 

根据 6 个 华山 松 种 源 遗 传 相似 度 ,对 华山 松 种 源 进行 聚 类 分 析 ， 其 结果 如 图 2 所 示 。 以 
0.87 ABA, IH 6 个 种 源 被 分 为 三 个 类 群 。 其 中 ， 会 泽 (HZ) 和 剖 山 (WS) 种 源 分 为 一 类 ; 
楚雄 (CX)、 南 华 (NH)、 宜 良 (YL) 种 源 被 聚 为 一 类 ， 而 腾冲 (TCO) 种 源 单独 聚 为 一 类 。 
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图 2 6 个 华山 松 种 源 的 聚 类 图 


Fig. 2 Cluster map of six provenances of Pinus armandii 
3 结论 与 讨论 
遗传 分 化 系数 (Gsn) 是 衡量 种 群 基因 分 化 程度 的 重要 指标 ， 能 较 好 的 反应 群体 的 遗传 分 

化 水 平 ， 按 照 Gsr 的 大 小 可 分 为 4 种 情况 ，Gsr 在 0~0.05 之 间 时 ， 种 群 的 遗传 分 化 水 平 基本 
不 存在 ; Gsr 在 0.05~0.15 之 间 时 ， 种 群 遗传 分 化 水 平 为 中 等 水 平 ;， Gw 在 0.15~0.25 之 间 时 ， 
种 群 遗 传 分 化 水 平 较 高 ， 而 Gs KF 0.25 时 ， 种 群 遗传 分 化 水 平 相当 高 〈 孙 文 婷 等 ，2016; 
蒋 谦 才 等 ，2018) 。 试 验 结果 表明 ， 华 山 松 6 个 种 源 的 总 基因 多 样 度 (ED 为 0.342 0， 种 源 内 
基因 多 样 性 (Es) 为 0.220 4, Gst 为 0.355 5, 其 遗传 变异 达 35.55%, 在 华山 松 种 源 内 有 64.45% 
的 遗传 分 化 ， 体 现 出 了 华山 松 种 源 内 的 遗传 分 化 远大 于 华山 松 种 源 间 的 遗传 分 化 ， 说 明 这 6 
个 种 源 的 遗传 分 化 处 于 较 高 的 水 平 。 这 正如 Wheeler et al. (1992) 所 指出 的 : 遗传 学 家 们 不 
用 担心 种 子 园 由 于 群体 数量 有 限 可 能 导致 遗传 多 样 性 较 天 然 种 群 低 的 问题 。 此 外 ， 朱 晓 丹 

(2006) 曾 对 楚雄 华山 松 种 子 园 4 个 种 源 不 同 无 性 系 进行 RAPD 遗传 多 样 性 分 析 ， 其 多 态 
位 点 百分率 PPB 为 71.42%，Ne A 1.3649, HN0.1404, 1 为 0.2193， 说 明 这 4 个 种 源 64 
个 个 体 间 的 遗传 差异 较 大 , 该 种 子 园 遗 传 多 样 性 较 丰 富 。 本 试验 利用 与 朱 晓 丹 所 研究 的 同一 
种 子 园 内 材料 进行 SRAP 遗传 多 样 性 分 析 , 得 到 多 态 位 点 百分率 PPB 为 85.05%, Ne 为 1.386 
6 HX 0.2337, 71 为 0.341 9， 各 项 参数 均 有 显著 提高 ， 且 主要 遗传 变异 也 存在 于 种 源 内 。 
HF RAPD 标记 本 身 具 有 重复 性 低 ， 扩 增产 物 不 稳定 ， 特 异性 不 强 等 缺点 ， 该 实验 结果 可 
能 有 一 定 的 局 限 性 。 而 SRAP 标记 ,多 态 性 强 、 标 记分 布 均匀 且 比 较 稳 定 (周延 清 ，2008) ， 
因此 ， 相 比 RAPD 标记 可 以 获得 更 加 丰富 且 可 靠 的 遗传 变异 信息 。 同 时 ， 种 子 园 内 各 单 株 
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间 不 同 程度 的 遗传 变异 ， 也 有 利于 在 园 内 更 加 方便 地 就 地 进行 华山 松 的 遗传 改良 工作 。 
在 生物 自然 进化 中 ， 基 因 流 (gene flow) 有 助 于 提高 物种 种 源 的 遗传 多 样 性 水 平 ， 防 止 种 
群 分 化 (Ellstrand et al., 1993) o Widen & Svensson (1992) 统计 了 124 种 植物 的 基因 流 (Nm) 
认为 ， 遗 传 漂 变 对 种 群 分 化 的 影响 较 大 。 而 Wright (1950) 认为 当 基 因 流 Nm< 1 时 ， 遗 传 
漂 变 是 导致 种 群 之 间 存 在 明显 遗传 分 化 的 主要 原因 。 有 学 者 还 指出 , 如 果 植 物种 群 的 基因 流 
(Nm>0.5) 从 原来 的 较 高 水 平 ， 到 后 来 呈现 较 大 下 降 趋 势 ， 则 猜想 原因 可 能 是 植物 生存 的 环境 
斑 块 化 、 传 粉 的 减少 、 自 然 选择 作用 的 加 强 等 降低 了 基因 流 〈 杨 章 旗 等 ，2014) 。 研 究 结果 
表明 ， 紫 溪 山 华山 松 种 子 园 内 无 性 系 Nm= 0.906 5<1， 说 明 供 试 华山 松 6 个 种 群 间 基 因 交 流 
水 平 相对 较 低 , 华山 松 的 遗传 变异 主要 存在 于 种 源 内 , 即 种 源 内 的 不 同 优良 单 株 之 间 的 遗传 
差异 较 大 。 那 么 ， 在 杂交 育种 时 ， 可 在 种 源 内 进行 亲本 的 选 配 ， 这 样 不 仅 有 利用 于 提高 其 杂 
PP 交 杀 合 性 ， 同 时 还 可 丰富 杂种 后 代 的 基因 型 ， 从 而 更 有 利于 人 工 选 择 。 
© 在 进行 植物 遗传 多 样 性 分 析 时 , 遗传 距离 是 一 个 用 来 反映 物种 和 种 源 间 遗传 变异 水 平 及 
遗传 分 化 程度 的 重要 指标 ， 可 为 杂种 优势 提供 基本 遗传 参数 HERE, 2017) 。 利 用 SRAP 
分 子 标 记 技术 对 6 个 华山 松 种 源 共 60 个 单 株 样本 进行 聚 类 分 析 发 现 : EREA 0.95 时 , 可 
以 分 成 五 类 ， 其 中 ， 会 泽 (HZ) 和 者 山 (WS) 种 源 最 先 聚 为 一 类 ， 楚 雄 (CX)、 南 华 (NH)、 腾 冲 
(TC), HR(YL)4 个 种 源 各 自 被 聚 为 一 类 ， 而 在 阔 值 为 0. 87 时 ，6 个 种 源 被 察 为 三 类 ， 其 ! 
腾冲 (TC) 单 独 聚 为 一 类 ; 会 泽 (HZ 和 园 山 (WS) 种 源 分 为 一 类 ; 南华 (NHD)、 宜 良 (YL) 和 楚雄 (CX) 
三 个 种 源 被 聚 为 一 类 ， 说 明 会 泽 (HZ) 和 者 山 (WS) 之 间 的 亲缘 关系 较 近 。 由 于 种 源 间 的 亲缘 
关系 与 其 分 布 的 地 理 种 源 存在 相关 性 。 一 般 认为 , 地 理 位 置 相近 的 种 源 其 遗传 基础 也 较为 接 
PT 近 。 试 验 结果 表明 ， 曲 靖 会 泽 (HZ) 种 源 与 大 理 钢 山 (WS) 种 源 就 被 聚 为 一 类 ， 显 然 这 种 聚 类 
与 物种 地 域 性 的 分 布 不 相符 。 避 家 俊 等 (2009) 人 研究 老 芒 麦 遗 传 多 样 性 时 也 被 发 现 这 一 现 
Bo 而 对 裸 果 木 利 用 SCoT 标记 进行 遗传 多 样 性 分 析 时 发 现 ， 其 种 群 地 理 距离 与 遗传 距离 也 
不 存在 显著 相关 性 ( 狄 林 楠 ，2018〉。 研 究 认 为 ,植物 群 体 间 当前 的 遗传 构成 不 仅 与 目前 的 
分 布地 理 距离 有 关 ， 还 可 能 和 该 植物 的 进化 历史 和 各 种 群 受 人 为 干扰 程度 等 各 种 因素 有 关 
CARP, 2018; 刘 柳 ，2012; 宋 春 凤 ，2014) 。 因 此 ， 在 进行 植物 杂交 育种 中 ， 以 目前 两 
亲本 地 理 位 置 的 远近 为 选 配 杀 本 的 主要 标准 , 显然 存在 较 大 的 局 限 性 ,在 今后 的 育种 工作 中 ， 
应 以 DNA 水 平分 析 的 结果 为 主要 依据 ， 结 合 形态 ， 地 理 位 置 等 综合 评判 ， 最 后 确定 较为 理 
想 的 亲本 组 合 。 通 过 杂交 ， 从 其 子 代 中 进行 选择 ， 有 望 获得 更 多 的 具有 优异 性 状 〈 如 抗 病 虫 
害 能 力 的 提高 、 速 生性 等 ) 的 优良 个 体 ， 再 通过 无 性 扩 繁 的 手段 对 其 优良 性 状 加 以 固定 ， 最 
终 获 得 良种 ， 继 而 在 生产 上 大 面积 推广 。 
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